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大腸菌で tetK 遺伝子を発現させ、 TetK によるテトラサイクリン耐性を測定した。テトラサイクリンの TetK に対
する最小発育阻止濃度 (MIC) は25μg/mlで、あり、 TetB と比べれば低いが、宿主菌の0.8μg/ml と比べれば、明
らかに耐性を示した。次に、 TetK による輸送活性を TetB による輸送活性と比較した。反転膜への 3Hーテトラサイ
クリン取り込みを測定したところ、 TetK は TetB とほぼ同程度の活性を示した。
TetB では膜貫通領域に存在する 3 個のアスパラギン酸、 Asp15、 Asp84、 Asp285 が輸送機能に必須な残基である o
ところが、 TetKでは、膜貫通領域にアスパラギン酸ではなく 3 個のクVレタミン酸が存在している。それは Glu30、




リン輸送活性を測定した。中性残基への変異体では E397Q の活性は完全に消失し、 E30Q と E152Q の活性は大きく
低下していた。一方、アスパラギン酸残基への変異体では E397D のみ活性が消失していた。この結果から、膜貫通
領域の 3 個の酸性残基はいずれも輸送活性に重要な残基であり、特に Glu397はカルボキシル基の空間的配置も重要
であることがわかった。
次に TetK 親水性領域の酸性残基の役割について検討した。 TetB では、ループ領域の中でループ 2 - 3 上の
Asp66 のみが輸送に必要な残基である o TetK と TetL 共通に保存されている親水性領域の酸性残基は 6 個ある。そ
れらの酸性残基を中性又は他の酸性残基に置換した。それらの変異体産生菌のテトラサイクリンに対する耐性を測定
したところ D318N と D318E のみが大きく低下した。また、テトラサイクリン輸送活性も D318N と D318E のみが消
失していた。以上の結果から、親水性ループ領域の酸性残基では TetB の Asp66 と位置的に対応する Asp74 は必須
残基ではなく、 C末端側の Asp318 が TetB の Asp66 に相当する役割を担っていると考えられる o
TetK と TetB のアミノ酸配列の相向性は低く、 TetB は 12回膜貫通型であるのに対し、 TetK は 14回膜貫通型であ
? ? ',f 
ると推定されている。両者のトポロジーは本当に違っているのかどうか alkaline phosphatase CPhoA) 融合法を用
いて解析した。 TetK の各推定親水性ループ或いは、その付近に PhoA を融合させた。 Tet K-PhoA の融合部位がサ
イトプラズム側に存在しているならば、生菌体は PhoA 活性を示さないのに対し、ペリプラズム側に存在していると
PhoA 活性を示すはずであるo 構築した融合タンパクを持つ大腸菌の alkaline phosphatase 活性を測定したところ、
サイトプラズム側の10個の融合タンパクの中では、ループ 6 一 7 に融合したもの以外は予想通り、低い PhoA 活性を
示した。一方、ペリプラズム側での融合タンパクではループ 5-6 と 13-14に融合したもの以外は高い活性を示した。
この結果は10回膜貫通型を示しているo ところが、ループ 5-6 と 13-14の直前の推定膜貫通領域には Glu 残基が
存在する。 TetC では、融合位置直前の膜貫通領域の Asp 残基が stop transfer signal として働き、成熟タンパクで
は本来貫通していた領域の融合タンパクでの貫通を阻止し、この領域の直後に融合した PhoA はベリプラズム空間に
分泌されないことが報告されている o TetK でも同様のことが生じていると考えられる。そこで、直前の膜貫通領域
に存在する Glu152 と Glu397 を Ala に置換した変異体を構築し、同様に PhoA assay を行った。すると、 14回貫通
トポロジーに一致する結果が得られた。
次に、マルチコンポーネント型多剤排出タンパク AcrB の分子構造を解析した。 AcrAB は、内膜タンパク、ペリ
プラズムタンパク、外膜タンパクで構成されており、薬剤を外膜の外側に直接排出するが、その生化学的性質や構造
などはほとんどわかっていない。本研究では、 αcrAB 遺伝子をクローニングし、内膜タンパク成分である AcrB の膜
貫通トポロジーを部位特異的化学修飾法により決定した。
まず、大腸菌の染色体より αcrAB 遺伝子をクローニングし、 MIC を測定した。テトラサイクリン以外、測定した
全ての薬剤 Cethidiurn brornide、 SDS、 tetracycline、 rifarnpin、 acriflavin、 crystal violet 、 novobiocin と
eri thrornycin) に対して耐性を示した。これは、 AcrAB は多剤耐性因子であることを示している。
次に、 Cys-less 変異体を構築し、それをもとに、各推定ループ、或いはその付近に Cys 残基を導入した。構築し
た全ての Cys 変異体産生大腸菌より超音波破壊膜を調製し t 14C-NEM との結合性を測定した。それらの変異体のう
ち約半分の変異体では14C-NEM との反応性は低かったo 14C-NEM と結合した変異体については、さらに生菌体で
の AMS による NEM結合阻害を測定した。 [14CJ -NEM は膜透過性であり、 AMS は膜不透過性の SH試薬である。
挿入した Cys 残基がペリプラズム側であれば、 [14CJ -NEM の結合は AMS前処理により阻害される。逆に、 Cys 残
基がサイトプラズム側であれば [14CJ -NEM 結合は AMS に阻害されない。 AMS 阻害測定の結果より、ループ 1 -
2 、 5 -6 と 7-8 の Cys 残基は膜不透過性 SH 試薬 AMS により阻害され、ペリプラズム領域にあると確認された。
他方、 CとN末端、ループ 4-5 、 6-7 、 8-9 と 10-11の Cys 残基は AMS に阻害されなかった。従って、それ
らの部位は細胞質側に存在していることがわかった。
導入された Cys 残基の約半数は NEM との反応性が低く、特に、ペリプラズム側では 6 本の推定ループ中 3 本では
全く反応する Cys 残基がなかった。これは、大きな 2 うのルーフ。が物理的に覆い被さっていることを示すものかも
しれない。そこでペリプラズム側のC末端の大きなループ 7-8 を削った効果について調べたところ、ループ 3-4 、
5 -6 、 9-10、 11-12では、 NEM の結合が観察された。これはループ 7-8 がペリプラズム側表面を覆っている
という推定を裏付けているo
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ラム陰性細菌のテトラサイクリン排出タンパク TetBとの比較研究を行った。まず、 TetK と TetL 共通に保存されて
いる酸性残基を中性又は他の酸性残基に置換した。その結果、 TetK 膜貰通領域の 3 個の酸性残基はいずれも輸送活
性に重要な残基であり、特にGlu397はカルボキシル基の空間的配置も重要であることがわかった。 TetK 親水性ルー
プ領域の酸性残基では TetB の Asp66 と位置的に対応する Asp74 は必須残基ではなく、 C末端側の Asp318 が TetB
の Asp66 に相当する役割を担っていることがわかった。
TetK と TetB のアミノ酸配列の相向性は低く、 TetB は 12回膜貫通型であるのに対し、 TetK は 14回膜貫通型であ
ると推定されている o 両者のトポロジーは本当に違っているのかどうか alkaline phosphatase CPhoA) 融合法を用
いて解析した。その結果、 14回貫通トポロジーに一致する結果が得られた。
次に、マルチコンポーネント型多剤排出タンパク AcrAB の分子構造を解析した。内膜タンパク成分である AcrB
の膜貫通トポロジーを部位特異的化学修飾法により決定した。まず、 Cys一 less 変異体を構築し、それをもとに、各
推定ループ、或いはその付近に Cys 残基を導入した。その結果 AcrB は12回膜貫通構造をとり、 2 つの大きなループ
はペリプラズム側、 N一、 C-末端はサイトプラズム側に存在していることがわかった。
以上のように、本論文では、グラム陽性細菌のテトラサイクリン排出タンパク TetKと大腸菌由来の多剤排出タン
/"~ク AcrAB システムの分子機能と構造を明らかにした。今後の基質認識機構、及び多剤耐性の解明につながる研究
があり、博士の学位を授与するにふさわしいものと考えるo
-669- 、?
